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DAD Detección con diodos en serie (Diode Array Detection) 
EDTA Ácido etiléndiamino tertraacético 
ESI Ionización electrospray (Electrospray Ionization) 
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  (semiquinona) 
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  completamente reducida) 
HILIC Cromatografía líquida de interacción hidrofílica (Hydrophilic 
 Interaction Liquid Chromatography) 
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MS Espectrometría de masas (Mass Spectrometry) 
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RESUMEN 
La deficiencia de hierro (Fe) es uno de los principales factores limitantes del 
rendimiento de los cultivos. Algunas especies de plantas consideradas tolerantes a 
la deficiencia de Fe acumulan en raíz y exportan a la rizosfera flavinas 
concretamente riboflavina (RF) y derivados sulfatados o hidroxilados de RF. La 
función de las flavinas como respuesta ante la deficiencia de Fe en plantas es 
todavía desconocida y su estudio exige de métodos analíticos selectivos que sean 
aplicables a matrices complejas como tejidos vegetales y medios de cultivo. La 
mayoría de los métodos analíticos desarrollados permiten determinar solo las 
flavinas más conocidas (RF y los cofactores FMN y FAD). Por ello el objetivo de este 
trabajo fue desarrollar un método que permita determinar todas las flavinas en 
materiales vegetales. Para ello se tomo como referencia un método recientemente 
desarrollado que utilizando cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) acoplada 
mediante una fuente de ionización por electrospray a un espectrómetro de masas 
de alta resolución (MS-TOF) consiguió determinar las flavinas producidas por 
plantas de alfalfa (Medicago truncatula) deficientes en Fe (7-COOH-RF, 7-OH-RF y 
7-OH-RF) junto con RF, FMN y FAD. En este trabajo se optimizaron las condiciones 
de ionización obteniéndose señales más intensas de todas las flavinas y atenuando 
o eliminando su fragmentación en fuente ESI. Además, se obtuvieron unas 
condiciones cromatográficas que permiten por primera vez la separación de la 
mayoría de las flavinas (incluyendo las isobáricas RF 3’ sulfato, RF 5’ sulfato y 
FMN). Por último, el análisis mediante HPLC-ESI-MS(TOF) de extractos de raíz de 
plantas de remolachas y alfalfa deficientes en Fe y de las soluciones nutritivas 
permitió evaluar la aplicabilidad de algunas de las condiciones cromatográficas y de 
ionización desarrolladas en este trabajo a muestras reales. 
SUMMARY 
Iron (Fe) deficiency is one of the major crop yield-limiting factors especially in 
plants grown on calcareous soils. Some plant species tolerant to Fe deficiency 
accumulate in root and exporte to rhizosphere flavins such as riboflavin (RF) and RF 
derivatives (e.g., RF 3’ sulfate and 7-hydroxyRF). The role of Fe-deficiency induced 
flavins in plant Fe-acquisition is still unknown. This study requires selective 
analytical methods that allow for the determination of flavins in complex matrices 
such as plant tissues. Most of the existing methods are devoted to the 
determination of the most known flavins (RF and the cofactors FMN and FAD). 
Therefore, the aim of this work was to develop a method for determining the most 
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common flavins along with Fe-deficiency induced flavins in plant materials. For this 
purpose, we modified a method recently developed to identify the flavins (7-COOH-
RF, 7-OH-RF and 7-OH-RF) produced by Fe-deficient alfalfa (Medicago truncatula) 
plants by using high performance liquid chromatography (HPLC) coupled to a high-
resolution mass spectrometer (MS(TOF)) equipped with an electrospray ionization 
(ESI) source. An optimization of the ESI ionization conditions was carried out for 
each flavin in order to maximize the major ion signal and to decrease in source 
fragmentation. In addition, this is the first time that an HPLC method allowing for 
the separation of most of the flavins (including the isobaric flavins RF 3 ' sulfate, RF 
5' sulfate and FMN) is described. Finally, some chromatographic and ionization 
conditions obtained in this work were tested in real samples analyzing nutrient 
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1. INTRODUCCIÓN  
1.1. Deficiencia de hierro en plantas 
El hierro (Fe) es un micronutriente esencial para la vida de las plantas, y el 
cuarto elemento más abundante de la corteza terrrestre. Sin embargo, la 
deficiencia de Fe es uno de los factores más importantes que limitan la producción 
agrícola, especialmente en suelos calcáreos donde el Fe se encuentra 
mayoritariamente en formas oxidadas de baja solubilidad que no son asimilables 
por las plantas (Lindsay & Schwab 1982). Las plantas ante una baja disponibilidad 
de Fe asimilable utilizan dos mecanismos para la captación de Fe del medio de 
cultivo: un mecanismo basado en la reducción del Fe (Estrategia I) y otro basado 
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La Estrategia I la realizan las plantas dicotiledóneas y monocotiledóneas 
excepto las gramíneas, y consiste en incrementar su capacidad para adquirir Fe de 
la rizosfera aumentando la reducción de Fe(III) a Fe(II) mediada por la enzima Fe-
quelato reductasa (FCR), e inducida por un gen de la familia FRO (Figura 1). El 
transporte del Fe(II) al interior de la célula se realiza a través del transportador 
IRT. El último componente de esta estrategia es un aumento de la excreción de H+ 
a la rizosfera mediado por una H+ ATPasa, situada en la membrana plasmática de 
las células de la raíz, que consigue acidificar la rizosfera y así aumentar la 
solubilidad de los óxidos e hidróxidos férricos presentes en el suelo. Además, 
muchas especies de plantas de Estrategia I ante la deficiencia de Fe también 
exportan al medio de cultivo una gran variedad de compuestos tales como ácidos 
orgánicos, fenoles, flavonoides y flavinas (Cesco et al., 2010; Rodríguez-Celma et 
al., 2011ab). Se piensa que muchos de estos compuestos facilitan la adquisición de 
Fe por las plantas debido a que presentan propiedades redox, y/o capacidad de 
formar complejos con Fe(III) que permiten la solubilización del Fe del suelo 
aumentando así la fracción de Fe asimilable por la planta.   
La Estrategia II la realizan las plantas gramíneas (Figura 1) y consiste en la 
biosíntesis y secreción hacia la rizosfera de  compuestos derivados del aminoácido 
no proteinogénico nicotianamina (NA) que tienen alta afinidad por el Fe. Estos 
compuestos se denominados fitosideróforos (PSs). La secrección de los PSs se 
produce a través de un transportador de membrana denominado TOM, y la 
incorporación a la célula de la raíz de los complejos Fe (III)-PS formados en la 
rizosfera se realiza mediante  el transportador YS1. 
El transporte del Fe una vez en las células epidérmicas de la raíz 
probablemente se realiza mayoritariamente vía simplasto (de célula a célula) siendo 
el complejo de Fe con el aminoácido NA (Fe-NA) la forma química en la que se 
considera que el Fe está en el citosol y se transfiere entre células (Figura 1) 
(Morrisey J. y Lou G., 2009). La carga de Fe al xilema es todavía desconocida, 
aunque es aceptado que el complejo Fe-NA podría ser transportado al xilema por 
un transportador de la familia YSL, siendo un posible candidato en Arabidopsis 
YSL2, el cual se expresa en las membranas laterales del parénquima del xilema. En 
arroz también se localizó OsYSL2 en la membrana plasmática lateral, aunque este 
transportador ha sido propuesto para participar la carga del floema (Koike et al. 
2004). Además otro posible propuesto para la descarga al xilema es IREG1/FPN1. 
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Figura 2. Estructura 
del triple anillo 
nitrogenado de 
isoaloxacina que es 
característico de las 
flavinas. 
El transporte del Fe a larga distancia vía xilema (desde la raíz a las partes 
superiores de la planta) y a corta distancia vía apoplástica se acepta que se realiza 
mediante complejos de Fe mayoritariamente con ácidos orgánicos como el cítrico 
(Cit) y málico (Figura 1). Recientemente, se ha demostrado la existencia de un 
complejo de Fe-Cit (Fe3Cit3) en xilema de tomate utilizando espectrometría de 
masas elemental y molecular acoplada a cromatografía líquida (Rellán-Álvarez et 
al., 2010).  
Se desconocen los mecanismos de descarga del Fe hacia los tejidos de la 
hoja. Estos procesos podrían tener lugar a través de las células del parénquima y/o 
por difusión pasiva en el espacio apoplástico impulsado por la transpiración. El 
camino simplasto podría implicar la participación de proteínas transportadoras de la 
familia de YSL, así como un mecanismo de reducción de Fe(III) a Fe(II) (Figura 1). 
Varios transportadores se han localizado en el cilindro vascular como YSL, FRO  y 
proteínas ZIP que podrían jugar un papel importante en la descarga de Fe al floema 
(Mukherjee et al. 2006).  
En el floema se podrían dar dos posibles formas de Fe: un complejo con NA, 
pues el pH básico del floema es adecuado para la formación de Fe-Na (Rellán-
Álvarez et al., 2008), y además se han descrito transportadores YSL capaces de 
transportar Fe-Na en los tejidos de  vasculares del floema en Arabidopsis y arroz 
(Curie et al., 2009). También, se ha detectado una proteína ITP capaz de quelar Fe 
en la savia del floema de Ricinus communis (Krüger et al.,2002). 
En las hojas cloróticas de las plantas deficientes de Fe se producen 
alteraciones morfológicas, los vasos del xilema son más pequeños, el sistema 
vascular está desorganizado y heterogéneo en tamaño y forma, lo que pueden  
afectar a la descarga del Fe al floema y potenciar a la precipitación del Fe (Abadía 
et al., 2011). 
1.2. Flavinas 
Las flavinas son compuestos de color amarillo con 
estructura básica de 7,8-dimetil-10-alkylisoaloxacina (Figura 
2) y tienen una gran versatilidad química siendo una de las 
características más importantes su capacidad para participar en 
reacciones de oxidación-reducción (redox) en las que se 
transfieren uno o dos electrones (Miura et al., 2008). Están 
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presentes en muchas reacciones bioquímicas como coenzimas y como 
fotoreceptores. 
La riboflavina (RF) (Figura 3)  es la flavina más abundante de la naturaleza, 
conocida como vitamina B2 es el precursor de todas las flavinas biológicamente 
importantes, en un principio fue llamada lactocromo, pues fue aislada en leche de 
vaca en 1879. Más adelante, a finales de 1920 y principios de 1930, los pigmentos 
amarillos identificados de fluorescencia verdosa se nombraron según la fuente de 






Figura 3. Estructuras químicas de riboflavina (RF; vitamina B2), flavín 
mononucleótido (FMN) y dinucleótido de flavina-adenina (FAD). 
La acción biológica de la RF y sus derivados, flavín mononucleótido (FMN) y 
dinucleótido de flavina-adenina (FAD) (Figura 5) se caracteriza por participar en 
procesos de transferencia de electrones. Así, estos compuestos pueden existir en 
tres estados redox diferentes (Figura 4): oxidado (F), semiquinona (FH) y  
completamente reducido (RFH2). Por tanto, pueden participar en reacciones redox, 
transfiriendo un o dos electrones haciendo que las flavocoenzimas sean muy 
versátiles en términos de sustrato y en el tipo de reacciones catalizadas (Edwards, 
2006). 
Un aspecto menos conocido y estudiado de las flavinas es que son capaces 
de quelar Fe y otros metales a través del anillo isoaloxacina (Foye & Lange 1954; 
Kaim et al., 1999). Esta quelación se cree que conduce a la formación de complejos 
con un anillo de cinco miembros (Figura 5). No obstante, la formación de 
precipitados no ha permitido la determinación de constantes de estabilidad fiables 
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Figura 4. Estados redox de las flavinas: oxidada (F), semiquinona (FH·) y 





Figura 5. Quelación de metales a través del anillo de isoaloxacina. 
  Muchas especies vegetales de Estrategia I  y otros organismos como 
levaduras y bacterias cuando crecen en deficiencia de Fe acumulan (en el caso de 
las plantas la acumulación ocurre en las puntas de la raíces) y excretan al medio de 
cultivo flavinas (Welkie, 2000; Balasubramanian R. et al., 2010; Higa et al., 2010; 
Rodríguez-Celma et al., 2011b). Las flavinas encontradas en plantas deficientes en 
Fe son RF, FMN y otros derivados (Figuras 6 y 7). La inducción de la síntesis de 
unas u otras flavinas por deficiencia de Fe está restringida a unas familias concretas 
de plantas (Rodríguez-Celma et al., 2011b). Así, sulfatos de RF fueron encontrados 
sólo en especies de la familia Amaranthaceae mientras que el 7-hidroxiriboflavina 
se encontró sólo en Medicago truncatula perteneciente a la familia Fabaceae. 
Aunque la función de las flavinas en este contexto es todavía desconocida se le han 
atribuido diferente papeles.  Así, la acumulación de flavinas  en raíz podría indicar 
que estén actuando como cofactor o como un componente de las reacciones de 
reducción de Fe mediadas por la enzima FCR (González-Vallejo et al, 1998; López-
Millán et al, 2000, Higa et al, 2010). En cuanto a la función de las flavinas en la 
rizosfera se postula que tengan como función final incrementar la disponibilidad de 
10 
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Fe en las proximidades a la raíz por una acción directa (mediante reducción y/o 
quelación del Fe del suelo) o por una acción indirecta (modificando la población 
microbiana que compite por el Fe con las plantas) (Susín et al, 1993). Además, en 
levaduras y bacterias, se ha demostrado que la biosíntesis de flavinas está regulada 
por el Fe (Balasubramanian et al, 2010). 
 
Figura 6. Estructuras químicas de riboflavina 3’ sulfato y riboflavina 5’ sulfato. 
Flavinas producidas por algunas plantas como la remolacha (Susín et al., 1993 y 1994) 
cuando son deficientes en Fe. 
Figura 7. Estructuras químicas de 7-carboxiriboflavina (7-COOH-RF), 7-
hidroxiriboflavina (7-OH-RF) y 7-hidroxiriboflavina (7-OH-RF). Flavinas producidas 
por las plantas de alfalfa deficientes en Fe (Rodríguez-Celma et al. 2011b). 
1.3. Determinación de las flavinas 
La mayoría de los métodos analíticos desarrollados recientemente para la 
determinación de flavinas analizan RF (vitamina B2) junto con otras vitaminas del 
grupo B de importancia biológica en plasma humano y/o en productos alimenticios 
(Blake 2007; Midttum et al., 2009; Huang M et al., 2009; Engel et al.2010a) 
mediante cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) aplicando cromatografía en 
fase reversa y detección por espectrómetría de masas (MS) o  espectrómetría de 
masas en tándem (MS/MS). No obstante, algunos de los métodos desarrollados 
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hidrofílica (HILIC) y/o otras técnicas de detección como la espectroscopía de 
fluorescencia o absorción Ultravioleta visible (UV-Vis) (Aranda & Morlock, 2006; 
Karatapanis et al., 2009; Engel et al., 2010a). La separación por 
electrocromatografía capilar y la detección por fluorescencia inducida por laser (LIF) 
se han aplicado también recientemente para analizar RF conjuntamente con FMN y 
FAD (Yimin et al., 2010). 
En cuanto a los derviados de RF sintetizados por las plantas en situación de 
deficiencia de Fe únicamente Susín et al. (1993, 1994) y Rodriguez-Celma et al., 
(2011b) describen métodos que consiguen determinar dichos compuestos junto con   
RF, y los coenzimas FMN y FAD en materiales vegetales. Ambos autores utilizan 
HPLC en fase reversa para la separación de las flavinas y detección por UV-VIs en 
combinación con espectrometría de masas y/o RMN. El método descrito por Susín 
et al. (1993, 1994) separa parcialmente RF 5’ sulfato y RF 3’ sulfato utilizando una 
columna C18 de compresión radial. El método desarrollado por Rodriguez-Celma et 
al., (2011b) determinar 7-COOH-RF, 7-OH-RF y 7-hidroxiRF.  
2. OBJETIVOS 
El objetivo general de este proyecto es: 
- Desarrollar metodologías analíticas que permitan aislar y determinar flavinas 
sintetizadas por las plantas deficientes en Fe. 
Siendo los objetivos específicos: 
- Aislar flavinas mediante extracción en fase sólida procedente de los medios de 
cultivo hidropónico de plantas remolacha (Beta vulgaris) y alfalfa (Medicago 
truncatula). 
- Desarrollar un método que permita determinar los derivados de RF sintetizados 
por algunas plantas junto con las flavinas más conocidas (RF, FMN y FAD) en 
materiales vegetales utilizando cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 
acoplado a unespectrómetro de masas de alta resolución (MS-(TOF)). 
12 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. Reactivos 
Todos los eluyentes, disoluciones tampón y estándares fueron preparados 
con agua tipo I (Milli-Q Synthesis, Millipore, Bedford, MA, USA). El acetato de 
amonio (99,99%, Sigma Aldrich), monohidróxido de litio monohidratado (99,99%, 
Sigma-Aldrich), ácido fórmico (50%, Fluka) y metanol (LC-MS, Riedel-de-Haën) 
fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Las flavinas comerciales 
RF, FMN, FAD fueron compradasa Sigma Aldrich. 
3.2. Preparación de estándares 
Se prepararon 10 ml de disoluciones estándar 100-200µM de RF (Mm=376,4, 
≥98%, Sigma-Aldrich), FMN (Mm=456,3 >95%, Sigma-Aldrich) y FAD (Mm=785,5, 
99%,Sigma Aldrich) en cámara fría a 4ºC y bajo luz verde para evitar la 
fotodegradación de las flavinas. Alícuotas de 2 ml de dichas disoluciones se 
almacenaron a -80ºC hasta su utilización. 
3.3. Material vegetal 
-Cultivo hidropónico de remolacha 
 El cultivo en hidroponía de remolacha (Beta vulgaris L. cv. “Orbis”) (Figura 
8) se llevó a cabo en cámara de cultivo, con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 
horas de oscuridad. La temperatura se mantuvo a 25ºC, con una humedad relativa 






Figura 8.Cultivo hidropónico de remolacha 
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Las semillas fueron lavadas durante 2horas con agua destilada y fungicida 
Cupravit (85% de oxicloruro de cobre) para eliminar el recubrimiento y evitar el 
posible ataque de hongos. Se realizaron los lavados necesarios hasta la total 
pérdida de color azul de las capsulas de las semillas. Las semillas se germinaron en 
vermiculita, regándose con solución nutritiva 1/4 Hoagland sin Fe, mantenidas en 
oscuridad hasta su germinación a los 4-6 días. Cuando las plántulas alcanzaron 4 
cm se traspasaron a una bandeja de cultivo de 35 L de solución nutritiva 3/8 
Hoagland, dejándose otras dos semanas en crecimiento para efectuar los 
tratamientos. El tratamiento de deficiencia de Fe consistió en colocar 4 plantas en 
cubos de 12 L que contenía 3/5 de solución nutritiva Hoagland sin Fe a pH 5,5 o 
con 1 g de CaCO3. Las plantas crecidas en tratamiento control (+Fe) crecían en 
cubos (4 plantas por cubo) que contenían 3/5 de solución nutritiva Hoagland a pH 
5,5 con 45 µM de Fe (III)-EDTA. Los tratamientos deficiente en Fe sin CaCO3 (-Fe) y 
control (+Fe) duraron 17 días y se realizaron en 3 ciclos de cultivos o tandas 
independientes. En cada ciclo de cultivo se crecían 20 plantas deficientes en Fe y 4 
plantas control. El tratamiento deficiente en Fe con CaCO3 duró 30 días y se realizó 
una sola tanda. 
-Cultivo hidropónico de alfalfa 
Plantas de alfalfa (Medicago truncatula cv. “Jemoalong”) se cultivaron en 
cámara de cultivo en medio hidropónico, con un fotoperiodo de 16 horas de luz a 
23ºC y 8 horas de oscuridad a 19ºC. La HR se mantuvo en un 80% y una 
intensidad luminosa de 350 µmol m-2 s-2. Este cultivo se inició con una 
escarificación de las semillas para acortar el tiempo de germinación. Para ello las 
semillas se dejaron durante una noche en agitación con agua destilada y después 
se depositaron en un papel de filtro en posición vertical durante tres días en 
oscuridad y 100% de HR para terminar su germinación. 
Las plántulas obtenidas se cultivaron durante dos semanas en cajas de 10 L 
con una solución nutritiva 1/2 Hoagland a pH 5,5 y 45 µM de Fe (III)-EDTA. Pasado 
este tiempo, algunas plantas se trasladaron en cajas de plástico de 10 L, (35 
plantas en 1 caja) tratadas con 1/2 solución de Hoagland a pH 5,5 y expuestas a un 
tratamiento en deficiencia de Fe (0µM de Fe) y sin o con CaCO3. Por otro lado, y al 
igual que el cultivo de remolacha, en alfalfa también se realizó 1 tratamiento de 
referencia. En este tratamiento las plantas de alfalfa (4 plantas en cubos de 2,5 L) 
crecieron en 1/8 de solución Hoagland a pH 5,5 y  con 45 µM de Fe (III)-EDTA. Los 
tratamientos deficiente en Fe sin CaCO3 (-Fe) y control (+Fe) duraron 30 días y se 
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realizaron 3 tandas independientes. En cada ciclo de cultivo se crecían 35 plantas 
deficientes en Fe y 4 plantas control. El tratamiento deficiente en Fe con CaCO3 
duró 30 días y se realizó una sola tanda. 
-Seguimiento y muestreo de los cultivos 
Durante todos los días de los tratamientos (-Fe y +Fe) y en ambos cultivos 
se determinaron de forma no destructiva las clorofilas en hoja con un colorímetro 
SPAD-502 (Minolta, Osaka, Japón). El síntoma visual más característico de la 
deficiencia de Fe en plantas es un amarilleamiento que aparece en las zonas 
intervenales de las hojas jóvenes debido a la disminución de clorofila. El colorímetro 
SPAD determina la cantidad relativa de clorofila, mediante la medida de 
transmitancia de la hoja, está provisto de dos diodos, uno que emite a 650 nm y 
otro a 950 nm. Las determinaciones de clorofila se realizaron en varios puntos de la 
superficie de las hojas más jóvenes y completamente desarrolladas, tanto de 
plantas del tratamiento control como del tratamiento de deficiencia Fe. Para cada 
tratamiento y día de tratamiento se calcularon las medias de los valores SPAD 
obtenidos para estudiar el efecto de las diferencias  de los tratamientos realizados 
en función del tiempo. 
Por otro lado se realizó un seguimiento visual del crecimiento y aspecto de 
las raíces de las plantas así como de la disolución nutritiva. Pequeñas alícuotas (2-
10 ml) de solución nutritiva fueron muestreadas durante el periodo de tratamiento. 
En dichas alícuotas se determinó el pH, seguidamente se filtraron con membranas 
PVDF de 0,45 µm y se conservaron a -20 ºC. El cultivo hidropónico en deficiencia 
de Fe con CaCO3 permite la acumulación de flavinas en las puntas de las raíces de 
las plantas de remolacha (Susín et al., 1993 y 1994) y alfalfa (Rodríguez-Celma et 
al. 2011ab), provocando una coloración amarilla y un aumento de grosor de las 
mismas. Los cultivos hidropónicos de remolacha (Susín et al. 1993 y 1994) y alfalfa 
(Rodríguez-Celma et al. 2011ab) en deficiencia de Fe y sin CaCO3, en el medio de 
cultivo exudan flavinas a la solución nutritiva provocando un color amarillo de la 
misma.  
Al finalizar el periodo de tratamiento las puntas de las raíces de las plantas 
de ambas especies se cortaron con una cuchilla a 15 o 20 mm del ápice radicular, 
seleccionando las partes amarillas, se congelaron en N2 líquido y fueron 
almacenadas a -80ºC hasta la extracción de las flavinas. Además, en ambos 
cultivos se recogió la solución nutritiva (un total de 180 L del cultivo de remolacha 
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y 30 L del cultivo de alfalfa) de las plantas que habían crecido sin Fe y sin CaCO3 
con el fin de aislar las flavinas exudadas al medio de cultivo y obtener estándares 
de esos compuestos ya que no son comerciales. Como paso previo antes de la 
extracción de flavinas las soluciones nutritivas se filtraron mediante filtros de 
celulosa y seguidamente con filtros PVDF de 0,45 µm de tamaño de poro. 
3.4. Extracción de flavinas 
-Extracción de flavinas de raíz 
La extracción de las flavinas acumuladas en las raíces de las plantas de 
ambas especies se realizó utilizando el procedimiento descrito por Rodríguez-Celma 
et al. (2011ab). Aproximadamente 100 mg de raíces congeladas se 
homogeneizaron en un molino Resth M301 (Restsch GmbH, Haan, Alemania) junto 
con la solución extractante (250µL de acetato de amonio 1mM a pH=6 y 5% de 
metanol). Las suspensiones obtenidas se centrifugaron (Millipore, Billerica, MA, 
EE.UU.) en tubos Eppendorf con filtros de PVDF de 0,45 µm y los sobrenadantes 
resultantes fueron almacenados a -80ºC hasta su análisis cromatográfico. 
-Extracción de flavinas de solución nutritiva 
La extracción de flavinas de las soluciones nutritivas se realizó mediante 
extracción en fase sólida con cartuchos Sep-pak C18 (Waters, Milford, MA, USA).  
Las soluciones nutritivas retiradas al final del ciclo de cultivo se utilizaron para 
aislar flavinas no disponibles comercialmente como los sulfatos de RF en cantidad 
suficiente para el desarrollo del método y futuros trabajos. Para ello  las soluciones 
nutritivas se pasaron por cartuchos Sep-pak C18Vac con capacidad de 35 cm3 
(Waters) con la ayuda de una bomba de vacío unida a un manifold, el cual permite 
centralizar funciones de un depósito o varios de forma modular, mejorando la 
eficiencia del sistema y permitiendo un mejor control del proceso. El caudal de cada 
cartucho Sep-pak C18 fue controlado mediante unas válvulas adaptadoras. Por cada 
cartucho se pasó 1L de solución nutritiva, y las flavinas retenidas se eluyeron con 
aproximadamente 30 mL de 100% metanol. Los eluídos se almacenaron a -80 ºC y 
posteriormente fueron llevados a residuo seco con la ayuda de un speed-vac 
(Thermo-Savant, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, MA, USA). Las 
muestras una vez evaporadas fueron almacenadas a -80 ºC hasta su análisis. 
Las soluciones nutritivas muestreadas durante el periodo de tratamiento 
fueron directamente analizadas por HPLC-UV/VIS-ESI-MS(TOF) o bien concentradas 
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mediante cartuchos SepPack C18 (Classic, Waters) utilizando 2 ml de 100% metanol 
como eluente. 
3.5. Desarrollo de un método de determinación de flavinas 
mediante HPLC-ESI-MS(TOF)  
 
- Instrumentación 
La cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) fue llevada a cabo mediante  
un cromatógrafo Alliance 2795 (Waters) (Figura 9) equipado con un desgasificador 
en línea, un módulo muestreador automático y un compartimento de columna 
termostatizado. El HPLC se conectó a dos detectores acoplados en línea: un 
fotodiodo array (PDA 2996, Waters) y un espectrómetro de masas (micrOTOF, 
Bruker Daltonics, Bremen, Alemania). El espectrómetro de masas constaba de un 
analizador de tiempo de vuelo (TOF) e ionización por electrospray (ESI). El control 
del HPLC-ESI-MS(TOF) se llevó a cabo mediante los programas micrOTOF v.2.2 y 
Hystar v.3.2 (Bruker Daltonics) y el análisis de datos con el programa Data Analysis 
v.4.0 (Bruker Daltonics). Los espectros de absorción de UV-Vis se registraron entre 
200 a 600 nm durante toda la carrera cromatrográfica realizándose un autozero al 
inicio. Los espectros de masas se registraron en el intervalo 50 a 1000 unidades de 
m/z también durante toda la carrera cromatrográfica. El eje de masas fue calibrado 
externamente usando aductos de formiatos de Li (10 mM LiOH, 0,2% (v/v) ácido 
fórmico y 50% (v/v) 2-propanol). 
 
Figura 9. Instrumentación utilizada para la determinación de flavinas: cromatógrafo 
líquido de alta eficacia (HPLC) acoplado en línea a dos detectores (PDA y espectrómetro de 
masas con analizador de tiempo de vuelo). 
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- Condiciones de separación por cromatrografía líquida 
Las condiciones cromatográficas descritas por Rodríguez-Celma et al. 
(2011b) se utilizaron como referencia. Estas condiciones se desarrollaron para la 
identificación de derivados de RF (ver estructuras en Figura 5) producidos por 
plantas de alfalfa crecidas en deficiencia de Fe. Tanto Rodríguez-Celma et al. 
(2011b) como en este trabajo se utilizó una columna Waters  Symmetry® C18, 15 
cm x 2,1 mm de diámetro interno y 3,5 μm de tamaño de partícula, protegida por 
una precolumna Waters Symmetry® C18, 10 mm x 2,1 mm de diámetro interno y 
3,5 μm de tamaño de partícula. Igualmente el muestreador y el compartimento de 
columna se mantuvieron a 6 y 30 ºC, respectivamente. El flujo de fase móvil y el 
volumen de inyección utilizados variaron en los intervalos de 100-250 μL min-1 y 
20-50 μL, respectivamente. La fase móvil estuvo compuesta de agua tipo I (Mili Q) 
(solución A), metanol (solución B) y una solución de 20mM de acetato de amonio 
en agua pH=6 (solución C). Se probaron diferentes programas de elución tanto en 
modo isocrático como gradiente manteniendo constante el % de la solución C en un 
5%. 
- Condiciones de ionización ‘Electrospray’ 
La optimización de las condiciones de ionización ESI se llevó a cabo 
mediante inyección con HPLC de disoluciones de flavinas utilizando unas 
condiciones cromatográficas que conseguían separar RF 3’ sulfato y RF 5’ sulfato. 
Las soluciones de flavinas utilizadas fueron estándares individuales de 5 µM de RF, 
FMN y FAD, soluciones acuosas de sulfatos de RF aislados de soluciones nutritivas 
de plantas de remolacha crecidas sin Fe y extractos de raíz de plantas de alfalfa 
crecidas sin Fe y con CaCO3. La ionización se realizó tanto en modo de polaridad 
positiva como negativa y variando los voltajes del orificio de entrada y del 
hexapolo. Los voltajes de la placa y de la boquilla de pulverización se mantuvieron 
en-500, 4500V en polaridad positiva y en -500 y 3000V en polaridad negativa para 
todos los análisis. La presión delgas nebulización (N2), el caudal de gas de secado 
(N2), y la temperatura del gas de secado variaron en función del flujo 
cromatográfico utilizado con valores de 1,6-2,9 bar, 4,0-8,0 L min-1 y 180-250ºC, 
respectivamente. 
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3.6. Aplicación del método HPLC-ESI-MS(TOF) a la 
determinación de flavinas en muestras vegetales 
Soluciones nutritivas y extractos de raíz de los cultivos de remolacha y 
alfalfa se analizaron mediante HPLC-UV/Vis-ESI-MS (TOF). De entre las condiciones 
cromatográficas y de ionización probadas se utilizaron aquellas que se consideraron 
más adecuadas para la determinación de todas las flavinas. Las condiciones 
cromatográficas generales están descritas en el apartado anterior con la excepción 
de que para estos análisis el flujo de fase móvil fue 100 μL min-1 y el programa de 
elución consistió en ir variando el % de metanol del siguiente modo: 0 min. al 13%, 
1 min. al 13%, 5 min. al 23%, 45 min. al 23%, 47 min. al 13% y 70 min. al 13%. 
Las condiciones de ionización generales utilizadas se detallan en el apartado 
anterior y las específicas fueron:1,6 bar de presión del gas nebulización, 8,0 L min-1 
de caudal de gas de secado y 180 ºC de temperatura del gas de secado. Además 
tanto la polaridad como los voltajes del orificio de entrada (CE) y el hexapolo (HF) 
variaron a lo largo de la carrera cromatográfica de modo que se aplicaron aquellos 
valores encontrados óptimos para cada flavina en su momento de elución. Así, en el 
intervalo de 0-10 min. se aplicó polaridad negativa con voltajes de CE y HF de -90 
y 50 V, en el intervalo 10-33 min. se aplicó polaridad positiva con voltajes de CE y 
HF  de 70 y 42 V y en el intervalo 33-70 min. se aplicó polaridad positiva y voltajes 
de CE y HF  de 40 y 36 V. 
La identificación de RF, FMN y FAD en las muestras fue realizada por 
comparación del tiempo de retención, el espectro de absorción UV-Vis y la relación 
m/z con aquellos obtenidos para soluciones estándares. El resto de flavinas se 
identificaron en base a los espectros UV-Vis, a su relación m/z y a los datos de 
retención cromtaográfica ya publicados para dichos compuestos por Susín et al. 
(1993, 1994) y Rodríguez-Celma et al. (2011b). 
Las soluciones nutritivas analizadas procedía del tratamiento ‘–Fe’ del cultivo 
de remolacha y alfalfa. Las soluciones nutritivas del cultivo de remolacha analizadas 
se muestrearon en el día 17 de tratamiento mientras que las soluciones de alfalfa 
correspondían al día 6 de tratamiento. En ambos casos se analizaron soluciones 
nutritivas sin concentrar. 
Los extractos de raíz analizados se obtuvieron de plantas de remolacha y 
alfalfa de los tratamientos (+Fe) y (-Fe +CaCO3) que fueron muestreadas en los 
días 17 y 30 de tratamiento, respectivamente. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
  Para conseguir un método de determinación de las flavinas de interés en la 
nutricion férrica de las plantas se tomó como referencia el método descrito 
recientemente por Rodríguez-Celma et al. (2011b) que utiliza una separación por 
cromatografía líquida en fase reversa y modo de elución tipo gradiente junto con 
una detección por UV-VIS y ESI-MS de alta resolución. Este método fue 
desarrollado para identificar las flavinas (Figura 7) producidas por plantas de 
alfalfa cuando se crecen en deficiencia de Fe. Con este método las flavinas mas 
conocidas (RF a 33.3 min., FMN a 28.4 min. y FAD a 27.4 min.) son separadas de 
aquellas (7-COOH-RF a 15.6 min., 7-OH-RF a 24.2 min., 7-OH-RF a 26.0 min.) 
producidas por las plantas de alfalfa. 
Cuando una solución de RF 3’ sulfato y RF 5’ sulfato (Figura 6; flavinas 
características de otras especies vegetales como la remolacha) son analizadas por 
el  método Rodríguez-Celma et al. (2011b) se obtiene un único pico cromatográfico 
como se puede observar en la Figura 10. En esta figura se muestran los 
cromatogramas obtenidos detectando la absorción a 445 nm y la intensidad a la 
relación m/z 457.11 correspondiente al ion [M+H]+ de los sulfatos de RF.  Este 
resultado muestra que el método de Rodríguez-Celma et al. (2011b) no consigue 
separar los dos sulfatos de RF.  Además, los sulfatos de RF (28,6 min) coeluyeron 
con el FMN (28.4 min.) que desafortunadamente tiene una relación m/z (457.1023) 
para el ion [M+H]+ muy similar a los correspondientes de los sulfatos de RF 
(457.1118 m/z) siendo ambos valores de m/z difícilmente distinguibles utilizando 
un analizador de tiempo de vuelo. Otro inconveniente que se observó en la 
aplicación de este método a la determinación de sulfatos de RF es que se encuentra 
una intensa fragmentación de dichas moléculas durante la ionización por ESI. Esta 
fragmentación produce la pérdida del grupo sulfato generando el ión 
correspondiente a la RF (ver esquema de fragmentación en Figura 11). Este hecho 
se muestra en la Figura 10 en la que se presenta también el cromatograma 
correspondiente al ion [M+H]+ de la RF (377.14 m/z) que muestra un pico muy 
intenso al mismo tiempo de retención que el pico de los sulfatos de RF (m/z 
457.11) y no se observa ningún pico al tiempo de retención de la RF (33.3 min). 
Todos estos resultados indican que tanto las condiciones cromatográficas como las 
condiciones de ionización por ESI del método de Rodríguez-Celma et al. (2011b) no 
son adecuadas para la determinación simultánea de todas las flavinas de interés en 
la nutrición férrica de las plantas y por consiguiente deben ser mejoradas. 
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Figura 10.  Análisis por HPLC-UV/Vis-ESI-MS(TOF) de una solución estándar de RF 
3’ sulfato y RF 5’ sulfato utilizando el método de Rodríguez-Celma et al. (2011b). 
Se presenta el programa de elución y los cromatogramas a 445 nm (máximo de absorción 
característico de las flavinas) y a las relaciones m/z 457,11 (correspondiente al ión [M+H]+ 
de los sulfatos de RF) y 377,14 (ión [M+H]+ de RF). Las trazas de m/z fueron extraídas con 
una precisión de  0,05 unidades m/z. 
 
 
Figura 11. Representación esquemática de la fragmentación del los sulfatos de RF 
observada cuando se aplican las condiciones de ionización por electrospray del método de 
Rodríguez-Celma et al. (2011b). 
 A continuación se presentan los resultados obtenidos al tratar de optimizar 
tanto las condiciones de ESI como el programa de elución del método de 
Rodríguez-Celma et al. (2011b). Además, se presentan los resultados de la 
aplicación de las condiciones optimizadas al análisis de flavinas en muestras 
vegetales. Todo ello precedido de un apartado dedicado a la obtención de las 
flavinas no disponibles comercialmente. Cabe señalar que aunque inicialmente se 
presentan los resultados de optimización de las condiciones de ESI, esta parte del 
trabajo se realizó cuando ya se obtuvieron unas condiciones cromatográficas que 
permitían la separación de los sulfatos de RF.   
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4.1. Obtención de flavinas no comerciales 
Los sulfatos de RF (RF 3’ sulfato y RF 5’ sulfato) se obtuvieron en el 
laboratorio aislando dichos compuestos del medio de crecimiento (solución 
nutritiva) de plantas  de remolacha crecidas en cultivo hidropónico durante 17 días 
sin Fe (ver detalles en el apartado de ‘Materiales y Métodos’). La ausencia de otras 
flavinas en dicho estándar fue comprobada analizándolo por HPLC-UV/VIs-ESI-
MS(TOF) a las condiciones cromatográficas y de ionización por ESI que serán 
descritas en los apartados siguientes. Las condiciones de ESI aplicadas se 
seleccionaron en base a que atenuaban significativamente la fragmentación en 
fuente de los sulfatos de RF.   
Los derivados de RF, 7-COOH-RF, 7-OH-RF y 7-OH-RF se trataron de 
obtener a partir de solución nutritiva de plantas de alfalfa deficientes en Fe. Sin 
embargo, en este caso el análisis por HPLC-UV/VIs-ESI-MS(TOF) utilizando el 
método de Rodríguez-Celma et al. (2011b) mostró que gran parte de las flavinas se 
habían oxidado en el proceso de extracción en fase sólida o en el almacenamiento 
previo, ya que se detectaron picos con tiempos de elución y espectro UV/Vis 
similares y relaciones m/z 2 unidades menor que las correspondientes para 7-
COOH-RF, 7-OH-RF y 7-OH-RF. Por tanto, un extracto de raíz de alfalfa crecida en 
un tratamiento ‘-Fe + CaCO3’ que contenía 7-COOH-RF, 7-OH-RF y 7-OH-RF junto 
con RF fue utilizado en la optimización de las condiciones de ionización y del 
programa de elución. 
4.2. Optimización de las condiciones de ionización 
 Cuando se obtuvo un programa de elución que permitía la separación de los 
sulfatos de RF (ver siguiente apartado) éste se aplico para testar diferentes 
condiciones de ionización. Para ello se analizaron por HPLC-UV/Vis-ESI-MS(TOF) 
soluciones estándar individuales de sulfatos de RF (una mezcla aprox. 1:1 de RF 5’ 
sulfato y RF 3’ sulfato), RF, FAD, FMN y un extracto de raíz de alfalfa que contenía 
7-COOH-RF, 7-OH-RF y 7-OH-RF. En general tanto la polaridad como los voltajes 
del orificio de entrada y del hexapolo fueron las variables que más afectaron a la 
ionización de las flavinas. 
La ionización de los sulfatos de RF fue muy afectada por las condiciones de 
ESI utilizadas como se puede observar en la Figura 12A-F. En dichas gráficas se 
muestran los cromatogramas correspondientes a las relaciones m/z 457,11 o 
455,11 (correspondiente a los iones [M+H]+ y [M-H]- de los sulfatos de RF) y 
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377,14 o 375,14 (correspondiente a los iones [M+H]+ y [M-H]- de la RF) 
resultantes del análisis de la solución estándar de sulfatos de RF a diferentes 
condiciones de ionización.  Como ya se mostró anteriormente las condiciones ESI 
del método de Rodríguez-Celma et al. (2011b) produjeron una intensa 
fragmentación en fuente de los sulfatos de RF que fue mucho más intensa para el 
de sulfato de RF que eluye más pronto (Figura 12A). El resto de las condiciones de 
ionización que utilizaban polaridad positiva atenuaron o eliminaron la fragmentación 
en la fuente de los sulfatos de RF siendo el área de los picos cromatográficos 
correspondientes sus iones [M+H]+ mayor que la obtenida con las condiciones 
descritas por Rodríguez-Celma et al. (2011b) en la mayoría de las condiciones 
(Figura 12B-E). Cuando se aplicó polaridad negativa no se observó fragmentación 
en fuente de ninguno de los sulfatos de RF (Figura 12E) y el área del pico 
cromatográfico correspondiente su sus iones [M-H]- fue del orden de la obtenida 
para las condiciones más adecuadas de entre las testadas en polaridad positiva, es 
decir utilizando 40 o 30 V de voltaje de orificio de entrada y 36 V de voltaje de 
hexapolo (Figura 12C-D). 
La ionización de la RF fue afectada por las condiciones de ESI utilizadas 
como se puede observar en la Figura 12G-L. En dichas gráficas se muestran los 
cromatogramas correspondientes a las relaciones m/z 377,14 o 375,14 
(correspondiente a los iones [M+H]+ y [M-H]- de la RF) resultantes del análisis de 
una solución estándar de 5 µM RF a diferentes condiciones de ionización. Cuando se 
aplicaron las condiciones de ionización en positivo más adecuadas para el análisis 
de sulfatos de RF (voltajes de orificio de entrada de 40 o 30 V junto y voltaje de 
hexapolo de 36 V) el área del pico de RF (Figura 12I-J) es menor que el obtenido 
con las condiciones de Rodríguez-Celma et al. (2011b) y con voltajes de 70 y 42 V 
de orificio de entrada y hexapolo (Figura 12G-H).   No obstante, cabe señalar que 
esos valores fueron del mismo orden de magnitud. Los resultados menos 
satisfactorios se obtuvieron con la ionización en negativo (Figura 12L) y la 
ionización en positivo que utilizaba 20 V de voltaje de orificio de entrada y 36 V de 
voltaje de hexapolo (Figura 12K). 
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Figura 12. Efecto de las condiciones de ESI sobre la ionización de los sulfatos de RF 
(A-F) y RF (K-L). Se presentan cromatogramas a las relaciones m/z: 457,11 
(correspondiente al ión [M+H]+ de los sulfatos de RF), 455,11 (ión [M-H]- de sulfatos de RF), 
377,14 (ión [M+H]+ de RF) y 375,14 (ión [M-H]- de RF) extraídos con un precisión de  0,05 
unidades m/z. El programa de elución utilizado fue el ‘Gradiente B’ que se muestra en el 
apartado de ‘Optimización de las condiciones cromatrográficas’ con un flujo se fase móvil de 
0,10 mL min.-1. 
La ionización del FMN fue afectada por las condiciones de ESI utilizadas 
como se puede observar en la Figura 13. En dichas gráficas se muestran los 
cromatogramas correspondientes a las relaciones m/z 457,11 o 455,11 (iones 
[M+H]+ y [M-H]- del FMN) y 377,14 o 375,14 (correspondiente a los iones [M+H]+ 
y [M-H]- de la RF) resultantes del análisis de la solución estándar de 5 µM FMN a 
diferentes condiciones de ionización. Las condiciones ESI del método de Rodríguez-
Celma et al. (2011b) produjeron cierta fragmentación en fuente del FMN. Esta 
fragmentación produce la pérdida del grupo fosfato generando el ión 
correspondiente a la RF (fragmentación similar a la mostrada en la Figura 11 para 
los sulfatos de RF) (Figura 13A). Cuando se aplicó la polaridad positiva junto con 
70 V de voltaje de orificio de entrada y 42 V de voltaje de hexapolo (Figura 13B) 
no se observó fragmentación de esta flavina manteniéndose la intensidad de la 
señal del ión [M+H]+ (457,11 m/z) en valores similares a los obtenidos con las 
condiciones ESI del método de Rodríguez-Celma et al. (2011b) (Figura 13A). La 
aplicación de polaridad negativa aunque no muestra fragmentación en fuente 
produjo una disminución muy significativa de la intensidad de las señal 
correspondiente al ion [M-H]- del FMN (455,11 m/z). 
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La ionización del FAD fue afectada por las condiciones de ESI utilizadas de 
un modo similar al FMN como se puede observar en la Figura 13D-F. En dichas 
gráficas se muestran los cromatogramas correspondientes a las relaciones m/z 
786,17 o 784,17 (iones [M+H]+ y [M-H]- del FAD), 457,11 o 455,11 (iones [M+H]+ 
y [M-H]- del FMN) y 377,14 o 375,14 (correspondiente a los iones [M+H]+ y [M-H]- 
de la RF) resultantes del análisis de la solución estándar de 5 µM FAD a diferentes 
condiciones de ionización. Las condiciones ESI del método de Rodríguez-Celma et 
al. (2011b) produjeron fragmentación en fuente del FMN (Figura 13D). Esta 
fragmentación produce la pérdida del grupo adenosin generando el ión 
correspondiente al FMN. Similarmente a lo observado con el FMN cuando se aplicó 
la polaridad positiva junto con 70 V de voltaje de orificio de entrada y 42 V de 
voltaje de hexapolo (Figura 13E) no se observó fragmentación de esta flavina 
manteniéndose la intensidad de la señal del ión [M+H]+ (786,17 m/z) en valores 
similares a los obtenidos con las condiciones ESI del método de Rodríguez-Celma et 
al. (2011b) (Figura 13D). La aplicación de polaridad negativa aunque no muestra 
fragmentación en fuente produjo una disminución significativa de la intensidad de 
las señal correspondiente al ion [M-H]- del FAD (784,17  m/z). 
 
Figura 13. Efecto de las condiciones de ESI sobre la ionización de FMN (A-C) y FAD 
(D-F). Se presentan cromatogramas a las relaciones m/z: 786,17 (correspondiente al ión 
[M+H]+ de FAD), 784,17 (ion [M-H]- de FAD), 457,11 (ión [M+H]+ de FMN), 455,11 (ion [M-
H]- de FMN), 377,14 (ion [M+H]+ de RF) y 375,14 (ión [M-H]- de RF) extraídos con un 
precisión de  0,05 unidades m/z. El programa de elución utilizado fue el ‘Gradiente B’ que 
se muestra en el apartado de ‘Optimización de las condiciones cromatrográficas’ con un flujo 
se fase móvil de 0,10 mL min.-1. 
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La ionización de 7-COOH-RF, 7-OH-RF y 7-OH-RF fue en general poco 
afectada por las condiciones de ESI utilizadas como se puede observar en la Figura 
14. En dichas gráficas se muestran los cromatogramas correspondientes a las 
relaciones m/z 407,12 o 405,12 (iones [M+H]+ y [M-H]- del 7-COOH-RF), 379,12 o 
377,12 (iones [M+H]+ y [M-H]- del 7-OH-RF) y 393,14 o 391,14 (correspondiente a 
los iones [M+H]+ y [M-H]- de 7-OH-RF) resultantes del análisis de un extracto de 
raíz de alfalfa del tratamiento ‘-Fe +CaCO3’ a diferentes condiciones de ionización. 
La ionización de 7-COOH-RF, 7-OH-RF no fue muy afectada por las condiciones ESI 
aplicadas mientras que se observó que el  7-OH-RF no ionizaba bien cuando se 
aplica polaridad negativa. 
 
Figura 14. Efecto de las condiciones de ESI sobre la ionización del 7-COOH-RF 7-
OH-RF  y 7-OH-RF. Se presentan cromatogramas a las relaciones m/z: 407,12 
(correspondiente al ión [M+H]+ de 7-COOH-RF), 405,12 (ión [M-H]- de 7-COOH-RF), 379,12 
(ión [M+H]+ de 7-OH-RF), 377,12 (ión [M-H]- de 7-OH-RF), 393,14 (ión [M+H]+ de 7-OH-
RF) y 391,14 (ión [M-H]- de 7-OH-RF) extraídos con un precisión de  0,05 unidades m/z. El 
programa de elución utilizado fue el ‘Gradiente B’ que se muestra en el apartado de 
‘Optimización de las condiciones cromatrográficas’ con un flujo se fase móvil de 0,10 mL 
min.-1. 
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4.3. Optimización de las condiciones cromatrográficas 
Cuando las condiciones cromatográficas del método de Rodríguez-Celma et 
al. (2011b) se aplican a la determinación simultánea de todas las flavinas de interés 
en la nutrición férrica de las plantas se observa que presentan los siguientes 
inconvenientes: no separa las flavinas con igual m/z (Rf 3’ sulfato, RF 5’ sulfato y 
FMN) y el tiempo de análisis es largo (80 minutos de los cuales 16 son necesarios 
para eluir la flavina más polar el 7-COOH-RF). En este trabajo se diseñaron varios 
programas de elución tanto en modo isocrático como gradiente para conseguir 
separar todas las flavinas con igual m/z así como acortar el tiempo de análisis. Para 
ello se analizaron por HPLC-UV/Vis-ESI-MS(TOF) soluciones estándar individuales 
de sulfatos de RF (una mezcla aprox. 1:1 de RF 5’ sulfato y RF 3’ sulfato), RF, FAD, 
FMN y un extracto de raíz de alfalfa que contenía 7-COOH-RF, 7-OH-RF y 7-OH-
RF. 
El programa de elución diseñado por Rodríguez-Celma et al. (2011b) era de 
tipo gradiente partiendo de un 5% de metanol y alcanzando porcentajes del 50-
90% en aproximadamente 30 minutos (Figure 10). Los programas de elución 
probados este trabajo partieron de porcentajes de metanol superiores (en el 
intervalo de 5-20%) con el fin de reducir el tiempo de análisis y alcanzando valores 
inferiores al 60% para separar Rf 3’ sulfato, RF 5’ sulfato y FMN. A continuación se 
exponen los resultados obtenidos para algunos de estos programas de elución. En 
todos estos ejemplos se utilizaron condiciones de ionización por ESI que permitían 
la ionización de los sulfatos de RF y atenuaban su fragmentación en fuente.  
En la Figura 15 se presentan los resultados del análisis de una solución  
estándar de sulfatos de RF (una mezcla aprox. 1:1 de RF 5’ sulfato y RF 3’ sulfato) 
aplicando tres programas de elución: Gradiente A (que partía de un 15% de 
metanol y alcanzaba el 40% en 10 min.), isocrático del 25% y isocrático del 50%. 
Los cromatogramas fueron extraídos a 445 nm y a la m/z 457,11 (correspondiente 
al [M+H]+ de los sulfatos de RF). Con el modo isocrático del 20% se consigue la 
elución de los sulfatos de RF en dos picos a tiempos de retención de 40,4 y 45,4 
min. (Figura 15) aunque cabe señalar que no alcanzan línea base.  En estas 
condiciones el FMN eluyó a 28 min. (datos no mostrados). Con el gradiente A 
ambos sulfatos coeluyen y en el isocrático del 25% aunque se observan dos picos 
no se logra la separación obtenida con el isocrático del 20%. Cuando se aplico el 
isocrático del 20% al análisis de 7-COOH-RF, 7-OH-RF y 7-OH-RF se observó que 
el primero de ellos no se retiene en columna. Además, la aplicación de un isocrático 
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del 15% resultó en tiempos de análisis muy largos incluso cuando se aplican flujos 
de fase móvil superiores, ya que a 0,2 ml min1- la RF eluyó en el minuto 71. Por 
tanto, se procedió a probar varias programas de elución en modo gradiente 
partiendo de % de metanol no muy bajos (en el intervalo del 8-15%) para 
conseguir retener a la flavina más polar (7-COOH-RF) y llegando a valores de % de 
metanol inferiores al 25%. 
  
Figura 15. Retención de los sulfatos de RF (RF 3’ sulfato y RF 5’ sulfato) a 
diferentes programas de elución: gradiente A e isocráticos del 25% y 20% de 
metanol. Se presenta los programa de elución y los cromatogramas a 445 nm (máximo de 
absorción característico de las flavinas) y a la relación m/z 457,11 (correspondiente al ión 
[M+H]+ de los sulfatos de RF). Las trazas de m/z fueron extraídas con una precisión de  
0,05 unidades m/z. 
 La Figura 16 muestran a modo de ejemplo los resultados del análisis de 
todas las flavinas con dos de estos gradientes. Ambos gradientes parten del 13% 
de metanol y alcanzan en 5 minutos el 23% (Gradiente B) o el 17,5% (Gradiente 
C) manteniéndose en este valor hasta aproximadamente el minuto 60 dónde 
recupera condiciones iniciales. Los caudales de fase móvil fueron de 0,10 y 0,25 mL 
min.-1 para el gradiente B y C, respectivamente. Ambos gradientes consiguen 
separar Rf 3’ sulfato, RF 5’ sulfato y FMN. No obstante, cuando se utiliza el 
gradiente B la RF (38,1 min.) eluye entre los dos sulfatos de RF (36,2-38,7 min.) 
dificultando su detección por ESI-MS, ya que a las condiciones de ionización que 
permiten una intensa ionización de la RF los sulfatos de RF se fragmentan en fuente 
en RF (ver Figura 12). Aunque con el gradiente B también coeluyen 7-OH-RF y 7-
OH-RF alrededor del minuto 19-20 de análisis, la detección por ESI-MS (TOF) es 
28 
Desarrollo de Metodologías Analíticas para Flavinas de Interés en la Nutrición Férrica de las Plantas 
 
 
Memoria de Máster en Investigación Química de Patricia Sisó  Septiembre 2011 
 
posible ya que tienen diferentes m/z.  Cuando se aplicó el gradiente C, se consigue 
la separación de todas las flavinas con la excepción del FAD que coeluye 
parcialmente con el primer sulfato de RF. Con ambos gradientes el 7-COOH-RF fue 
la primera flavina en eluir (6-9 min.) mientras que el segundo sulfato es la flavina 
que eluyó más tarde (40-45 min.). 
 
Figura 16. Ejemplo de separación de todas las flavinas con dos programas de 
elución tipo gradiente: gradiente B (0,10 mL min.-1) y gradiente C (0,25 mL min.-1). 
Se presenta los programa de elución y los cromatogramas a las relaciones m/z 
características de los iones [M+H]+ de cada una de las flavinas. Las trazas de m/z fueron 
extraídas con una precisión de  0,05 unidades m/z. 
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4.4. Análisis de flavinas en muestras vegetales 
mediante HPLC-UV/Vis-ESI-MS(TOF) 
 Las muestras vegetales analizadas procedían de cultivos hidropónicos de 
remolacha y alfalfa que se llevaron a cabo tal como se describen en el sección de 
‘Materiales y métodos’. En las tres tandas de cultivo realizadas para cada especie 
vegetal se dispuso de plantas tratadas en deficiencia de Fe (-Fe), y plantas control 
(+Fe). Los análisis por HPLC-UV/Vis-ESI-MS(TOF) se realizaron en con el programa 
de elución Gradiente B, un flujo de fase móvil de 0,1 mL min.-1 y con unas 
condiciones de ionización que cambiaron durante la carrera cromatográfica para 
favorecer la ionización de cada una de las flavinas (ver descripción detallada en la 
sección de ‘Materiales y métodos’). A continuación se presentan los resultados del 
estado de las plantas y seguidamente los del análisis de flavinas en algunos de los 
materiales vegetales muestreados.   
4.4.1. Estado de las plantas de remolacha y alfalfa deficientes en Fe 
Durante el periodo de tratamiento en deficiencia de Fe (17 días en 
remolacha y 30 en alfalfa) se realizó un seguimiento visual del aspecto general de 
las plantas contol (+Fe) y de las deficientes (-Fe) así como de los medios de cultivo 
(disoluciones nutritivas). En ambas especies vegetales se observó el 
amarailleamiento de las hojas jóvenes en las plantas deficientes en Fe conforme 
avanzaba el tratamiento como se puede comprobar en las imágenes de la Figura 
17. Este síntoma es el más característico de la deficiencia de Fe en plantas y se 
debe a una disminución en la síntesis de clorofila. Las puntas de las raíces de las 
plantas de remolacha y alfalfa crecidas sin Fe y en presencia de CaCO3 aumentaron 
de grosor en y adquirieron una coloración amarilla (Figura 18) tal como describen 
Susín et al. (1993 y 1994) en remolacha y Rodríguez-Celma et al. (2011a,b) en 
alfalfa. Estos autores demostraron que dicha coloración es debida a una 
acumulación de flavinas que es mayor cuando en el medio de cultivo hay CaCO3. En 
los cultivos de las dos especies vegetales las soluciones nutritivas dónde crecían las 
plantas deficientes en Fe (-Fe y -Fe +CaCO3) adquirieron también coloración 
amarilla (Figura 19)  como ya describieron Susín et al. (1993 y 1994) y Rodríguez-
Celma et al. (2011a,b). Este amarilleamiento de la solución de crecimiento es 
debido a la exportación de flavinas por parte de las raíces de dichas plantas (Susín 
et al. 1993 y 1994; Rodríguez-Celma et al. 2011a,b). 
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Figura 17. Hojas de las plantas de remolacha y alfalfa cultivadas en condiciones 
control (+Fe) y en deficiencia de Fe (-Fe). Fotografías realizadas a los 17 y 30 días de 
tratamiento en remolacha y alfalfa, respectivamente. 











Figura 18. Raíces de las plantas de remolacha y alfalfa cultivadas en condiciones 
control (+Fe) y en deficiencia de Fe (-Fe). Fotografías realizadas a los 17 y 30 días de 
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Figura 19. Solución nutritiva de los cultivos hidropónicos de remolacha alfalfa en 
condiciones control (+Fe) y en deficiencia de Fe (-Fe). Fotografías realizadas a los 17 y 
20 días de tratamiento en remolacha y alfalfa, respectivamente. 
La evolución del pH de la solución nutritiva durante el periodo de 
tratamiento tanto en las plantas control como en las crecidas sin Fe se muestra en 
la Figura 20. En remolacha, el pH de la solución nutritiva de las plantas control 
(+Fe) fue superior al valor inicial (5,5) a partir del día 5 alcanzando valores en 
algunos días de hasta 8 unidades de pH. Por el contrario, el pH de la solución 
nutritiva de las plantas (–Fe) descendió desde 5,5 hasta valores de pH próximos a 
4 en muchos momentos del tratamiento y manteniéndose en valores inferiores 
siempre de las plantas control. En el cultivo de alfalfa, la evolución del pH de las 
plantas control fue similar al observado en remolacha. Sin embargo, fluctuaciones 
significativas del pH de la solución nutritiva en torno al valor inicial de pH (5,5) se 
no observaron en las plantas de alfalfa (–Fe) hasta el día 9. A partir del día 9 de 
tratamiento la solución nutritiva de las plantas (–Fe) alcanzo valores próximos a 4 
unidades de pH. La acidificación del medio de cultivo es un mecanismo conocido de 
las plantas de Estrategia I deficientes en Fe para incrementar la disponibilidad Fe 
en el medio de cultivo y confirma lo ya descrito por otros autores para estas 
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Figura 20. Evolución del pH de la solución nutritiva durante el periodo de 
tratamiento de los cultivos hidropónicos de remolacha y alfalfa en condiciones 
control (+Fe) y en deficiencia de Fe (-Fe). 
 La evolución del índice SPAD (medida no destructiva de la clorofila en hoja) 
durante el periodo de tratamiento se muestra en la Figura 21 tanto en las plantas 
control como en las crecidas sin Fe para ambas especies vegetales. En remolacha 
se observa una disminución significativa del índice SPAD de las plantas (-Fe) 
respecto de los valores de las plantas control a partir del día 5 de tratamiento. En 
alfalfa los valores del índice SPAD de las plantas (-Fe) fueron inferiores a aquellos 
de las plantas control (-Fe) durante todo el periodo de tratamiento aunque las 
distancias son menos acusadas que para el cultivo de remolacha. Estos resultados 
del índice SPAD concuerdan con el amarielleamiento de las hojas jóvenes 







Figura 21. Evolución temporal del índice SPAD de las hojas de plantas de remolacha 
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4.4.2. Análisis de flavinas por HPLC-UV/Vis-ESI-MS(TOF) en soluciones 
nutritivas y extractos de raíz 
Los resultados del análisis por HPLC-UV/Vis-ESI-MS(TOF) de flavinas en las 
soluciones nutritivas de plantas de remolacha y alfalfa del tratamiento ‘-Fe’ se 
muestran en la Figura 22. Cabe señalar que el análisis se realizó en la solución 
nutritiva sin concentrar. En las soluciones nutritivas de las plantas de remolacha se 
detectaron los sulfatos de RF siendo el primer pico de mayor intensidad el 
supuestamente RF 3’sulfato, y en menor intensidad RF 5’ sulfato de acuerdo con el 
orden de elución descrito por Susín et al.(1994). 
En la solución nutritiva de alfalfa muestreada a los 7 días de tratamiento se 
detectaron sólo trazas de 7-OH-RF (Figura 22). Sin embargo, Rodríguez-Celma et 
al. (2011b) analizando muestras similares con la misma instrumentación determinó 
cantidades significativas también de 7-COOH-RF y 7-OH-RF. Estas diferencias 
pueden entenderse considerando que Rodríguez-Celma et al. (2011b) realizó una 
extracción en fase sólida de las flavinas haciendo pasar 500 mL de solución 
nutritiva a través de cartuchos Sep Pak C18 y eluyendo con 2 mL de metanol. Por 
consiguiente, un proceso similar de extracción de flavinas sería todavía necesario 
con el método aplicado en este trabajo ya que la sensibilidad no parece suficiente 
para hacer medidas de la solución nutritiva del cultivo de alfalfa.  
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Figura 22. Detección de flavinas en solución nutritiva de los cultivos hidropónicos 
de remolacha y alfalfa en condiciones control (‘+Fe’) y en deficiencia de Fe (‘-Fe’). 
Los análisis se realizaron con un HPLC-UV/Vis-ESI-MS(TOF) aplicando el gradiente B y las 
condiciones de ionización optimizadas para cada flavina. Se presenta los cromatogramas a 
las relaciones m/z características de los iones [M+H]+ de cada una de las flavinas con la 
excepción de 7-COOH-RF que se presenta el cromatograma de su ión [M-H]-. Las trazas de 
m/z fueron extraídas con una precisión de  0,05 unidades m/z. 
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Los resultados del análisis por HPLC-UV/Vis-ESI-MS(TOF) de flavinas en 
extractos de raíz de remolacha y alfalfa del tratamiento ‘-Fe + CaCO3’ se muestran 
en la Figura 23. A diferencia de la solución nutritiva en el extracto de raíz de 
remolacha se detectan además de los sulfatos de RF otras flavinas como RF, FAD y 
7-OH-RF aunque los dos últimos se detectaron únicamente con ESI-MS(TOF). 
Susín et al. (1994) utilizando HPLC-UV/Vis describe la presencia sólo de sulfatos de 
RF en extractos de raíz de remolacha cultivadas de forma similar. Cabe señalar que 
en el análisis del extracto de raíz de remolacha se observa un hombro en la parte 
izquierda del pico correspondiente a RF (Figura 23) que es probablemente debido 
a la fragmentación parcial de RF 3’ sulfato en RF. Por tanto, las condiciones de 
ionización en combinación con el programa de elución utilizados en estos análisis no 
resultan adecuadas para la determinación de RF en este material vegetal. 
En la extracto de raíz de alfalfa del tratamiento ‘-Fe + CaCO3’ se detectaron 
todas las flavinas (Figura 23). Sin embargo, Rodríguez-Celma et al. (2011b) 
analizando también por HPLC-UV/Vis-ESI-MS(TOF) muestras similares no detectó ni 
FMN ni FAD probablemente debido a que las condiciones de ionización ESI aplicadas 
en este trabajo son más adecuadas para la detección de estos analitos que las 
utilizadas por Rodríguez-Celma et al. (2011b). 
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Figura 23. Detección de flavinas en extractos de raíz de plantas de remolacha y 
alfalfa crecidas en deficiencia de Fe y con CaCO3. Los análisis se realizaron con un 
HPLC-UV/Vis-ESI-MS(TOF) aplicando el gradiente B y las condiciones de ionización 
optimizadas para cada flavina. Se presenta los cromatogramas a las relaciones m/z 
características de los iones [M+H]+ de cada una de las flavinas con la excepción de 7-COOH-
RF que se presenta el cromatograma de su ión [M-H]-. Las trazas de m/z fueron extraídas 
con una precisión de  0,05 unidades m/z. 
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Los resultados del análisis por HPLC-UV/Vis-ESI-MS(TOF) de flavinas en 
extractos de raíz de remolacha y alfalfa del tratamiento ‘+Fe’ se muestran en la 
Figura 24. En ambas muestras sólo se detectaron trazas de RF de acuerdo con lo 
descrito por Susín et al. (1993) en remolacha y Rodríguez-Celma et al. (2011a,b) 
en alfalfa. 
 
Figura 24. Detección de flavinas en extractos de raíz de plantas de remolacha y 
alfalfa crecidas en condiciones control (‘+Fe’). Los análisis se realizaron con un HPLC-
UV/Vis-ESI-MS(TOF) aplicando el gradiente B y las condiciones de ionización optimizadas 
para cada flavina. Se presenta los cromatogramas a las relaciones m/z características de los 
iones [M+H]+ de cada una de las flavinas con la excepción de 7-COOH-RF que se presenta el 
cromatograma de su ión [M-H]-. Las trazas de m/z fueron extraídas con una precisión de  
0,05 unidades m/z. 
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5. CONCLUSIONES Y PRESPECTIVAS DE FUTURO 
 En este trabajo se han determinado condiciones cromatográficas y de 
ionización ESI que permiten la determinación mediante HPLC-ESI-MS (TOF) de las 
flavinas, riboflavina, FMN y FAD (que se hallan presentes de manera casi ubicua en 
los seres vivos) junto con aquellas flavinas (RF 3’ sulfato, RF 5’ sulfato, 7-COOH-RF, 
7-OH-RF y 7-OH-RF) de interés en la nutrición férrica de las plantas. 
 Las condiciones ionización ESI se han optimizado para obtener señales más 
intensas de las flavinas en la detección por MS (TOF) que las descritas por otros 
autores atenuando o eliminando su fragmentación en fuente ESI. Se han 
encontrado condiciones de ionización ESI específicas para cada flavina. La 
fragmentación en fuente ESI de algunas flavinas produce iones isobáricos con otras 
flavinas. Por tanto la determinación por HPLC-ESI-MS (TOF) de todas las flavinas 
exige: aplicar diferentes condiciones de ionización durante la carrera cromatográfica 
y unas condiciones cromatográficas que permitan separar algunas flavinas que no 
son isobáricas. 
Varias de las condiciones cromatográficas obtenidas en este trabajo han 
permitido por primera vez la separación de las flavinas isobáricas (RF 3’ sulfato, RF 
5’ sulfato y FMN). El gradiente denominado C en este trabajo permite la separación 
de todas las flavinas excepto del FAD y la RF 3’sulfato. Además, estas dos flavinas 
pueden ser ionizadas sin producir interferencias isobáricas cuando se aplica 
polaridad positiva y voltajes de orificio de entrada y hexapolo de 70 y 42 V, 
respectivamente. Estas condiciones de ionización ESI son también óptimas para el 
resto de flavinas. 
El análisis mediante HPLC-ESI-MS (TOF) de extractos de raíz de plantas de 
remolachas y alfalfa deficientes en Fe y de las soluciones nutritivas ha permitido 
evaluar la aplicabilidad real de algunas de las condiciones cromatográficas y de 
ionización desarrolladas en este trabajo. 
La técnica de HPLC-ESI-MS(TOF) puede resultar de gran utilidad en el futuro 
tanto para detección simultanea de flavinas en estado reducido y oxidado y como 
para el estudio de la formación de complejos de flavinas con Fe (u otros metales) 
que son aspectos de gran interés en la investigación de la adquisición del Fe en la 
plantas. 
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